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PROCEDEjPQUR MAINTENIR LA DIVERSITY EJ LA PLASTICITY 
CELLULAIRE CELLULES SOUCHES ADULTES DE MAMMIFERE ISSUES 
DE BIOPSIE TISSULAIRE POUR LA THERAPIE CELLULAIRE 

. pOIUiAINE DE L1NVENTION 

La presente invention se rappdrte au domaine. de ia regeneration et la 
reparation tissulairjs par transplantation ceilulaire. Plus particuliferement, la presente 
10 invention vise un procedede preparation de. cellules souches adultes qui preserve 
la diversity et la plasticity de ces ;ceiluies. La presente invention vise 6gaiement 
Tusage de ces cellules souches obienues par le precede d'extraction propose dans 
des applications th<§rapeutiques, dpnt la therapie genique. 

15 : DESCRIPTION OE L'ART ANT^RjEUR 

Pour des raisons ahatomiques etbiolcfgiques, le sang et ses derives ont 6te 

les premieres cellules transpiantees. Lesgreffes de cellules h6matqpo'jetiques ont 

connu un chemin Sembiabie. Depuis une vingtaine d'annees, le transfert de cellules 

•""*.* * • * • "* 

2 o neuronales foetales est 6tudi£ comme approche therapeutique dans les pathologies 

neurodegeneratives comme ia maladie de Parkinson et plus recemment dans la 

choree de Huntington. Les resultets cliniques sontcoherents et montrent une nette 

amelioration. La limitation majeure de cettederniere approche est la source de 

cellules transplantees. En effet; le recours a des celiules neuronales foetales rend 

'.5 difficile la diffusion de ce type d -approches therapeutiques. Les autogreffes de , 
keratinocytes constituent une solution therapeutique dans les cas de brO lures 
graves. . Un avantage de ce systerne: fa qepacite des keratinocytes, principales 
cellules de Pepicterme, a §tre cuftivees exylyd. bans le m§me ordre d'idee, des 
cartilages d6fectiieux ont pu etre; reconstrujts par des chondrocytes amplifies en 

0 culture puis greff6s sous arthroscopic. Des approches similaires encore tr&s 
experimentales sqnt aussi en eours pour <Jes organies comme Je pancreas et le foie. 

Ces donneps, encore trop.restreintes; d6mpntrent le potentiel de la m6decirie 
regen£ratrice par itherapie ceilulaire. Les limitations a I'extension de ces approches . 
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sont de plusieurs natures; Pour §tre capable de supplier aux defaillances d'un fissu 
par therapie celliilaire il faut disposer de sources cellulaires repondant aux 
caracteristiques siiivantes.: 

- Ids cellules, doivent §tre feclie ^ pr6!ever; 

5 - elles doivenjt suryivre aux sites d'injectiori; . 

- elles doivent presenter une boflne capacity de proliferation et de colonisation; 

- elles doivent §tre capable de se differencier pour pbtenir un resultat 
fonctionnel: 

llextste done un besoin pour de nouveaux proc6d§s permettant d'obtenir des 
10 cellules souches aptes a etre utilises, eptre autres, dans la cadre de ia regeneration 
et la reparation tissulaire par transplantation cellulaire. 

SOMMAIRE DE L'INVENTION 

. 

15 La presente invention porte sur la mise au point d'un precede de preparation 

cellutaire capable de preserver la diversity et (a plasticity des cellules souches de 
vertebnSs provenant d'une biopsied tissulaire pour leur utilisation utterieure dans Id 
cadre d'une regeneration ou reparation tissulaire par transplantation des cellules 
obtenues par. le precede de Hnyention & un animal, tel qn §tre humain. 
20 L'invention j/ise de plus un milieu de culture defirji particulieremeht utile Jors 

de la mise en oeuvre du proc^d^de preparation cellulaire; 

La presente invention vise, aussi la preparation cellulaire ou les cellules 
souches obtenues par le procede <Je preparation de l'invention. 

La present? invention vis^ egalement I'usage de ces cellules souches 
!5 obtenues par le- proped6 de .prepafatibh propose dans des applications 
th£rap:eutiques, dont la th§rapie g§nique ou: cellulaire. 

La presente invention vise auSjsi une composition cellulaire comprenant de§ . 
cellules souches humaines oix animales obtenuesselon le precede de preparation 
de Tinvention. ! . 

0 . La pr§sente invention porte ^g^iement sur un precede de preparation de 

cellules souches capables de n&parer ou de regenerer in vivo defe tissus ou des 
organes d'un vertebre, • . 
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La presente invention porfe aussisurune ra6thocte.de traiternent caracterise; 
par I'implantation fie celfules sotiches anlmales autologues ou heterologues 
obtenues selon le precede de I'invention chez un animal. 

L'originaiite da la presente invention porte sur le fait que, contrairement aux 
5 precedes de preparation cellulate, utilises dans le dbmaine, le precede de 
preparation de la presente invention perrnet : 

- d'extraireleseellulesdansdes;^ 

d'origtoe extractive, done dans des conditions sures du point.de vue 
sanitaire ; ; 
10 - demalnteriiHaviabilftec^^ 
oxydanteset anti-apoptdtiques; 

- de preserver la djyersite cellulate; 

- demaintenirlepotentieldepiastidte^llulaire; 

- demaintenirle potential ide^ifferenclation; et 

15 - d' amSliorer; ^I'implahtatipn, la colonisation et la differentiation des cellules 
greffees. 

Par exemple, dans le .procede de preparation cellulate decrit dans Particle de 
Pouzet et ah (2000. Circulation; 102 : III2210-5), il n'y a pas d'extraction selon un 
procede enzymatique; Altemativement le.tissu musculaire est hache. De plus, il n'y 
10 a pas d'etape de preparationi.de cellules telle qu'entendue au sens de la presente 
invention. 

La recuperation fonctionnelle teHe^uedlscutee dans Particle de Pouzet etah 
depend du nombre de cellules ators que dans le procede selon Pinvention, le mode 
de preparation des. cellules conduit avantageusement a une colonisation tres 
:5 irnportante ai.nsi qiji'a Une recuperation fonctionnelle raplde.de Tprgane traite. 

DESCRIPTION DES FIGURES 

Les Figures 1, 2 et 3 soot des microphotographies illustrant la mise en 
0 evidence decellules.de muscle greftees. dans je cceurde brebis. Les cellules bntet# 
obtenues par dissociation enzymatique d'une biopsie .de muscle squelettique puis 
directement implantees dans le rnyocarde de (a m§me brebis (greffe eutologue). La 
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presence de cellules de muscle squetettique/est revelee ; a I'aide-del'antrcdrps MY32 
qui reconnatt specifiquement la myosins de muscle squetettique. La Figure 1 illustre! 
la presence de zqhes de greffes'massives. (2 a 9 mm de diamette) a.faible 1 
agrandissement.(bjarre d'echelfe, 250 microns); La Figure 2 rhontre des cellules, 
cptoiees.par Panticorps MY32 g6n6ralement aljgn^es avecie r£seau de cardiocytes.. . 
Ces cellules peuyent etre. intense^ ent marquees, ou faiblement marquees;, les 
cardiQcytes ne sont pas marqu§s; (Barrei d'echelie.SOO microns). La Figure! 
3 mpntre des cellules greffees se.diftSrenciant en fibres muscuialres.etformani des- 
sarcomeres organises <Barre d'echelte, 25 microns). 

DESCRIPTION DES MOOES DE R^ALlSATiON 
Pr^F^RgSDEL'iNVENTION 

• * * ■ 

s ...... 

• v * • . • • * . 

La presente; invention porte done sur la mise au. point d'un precede de 
preparation de cellules Souches animate qui preserve la diversity et la piasticite de 
ces cellules provenjant d'une biopsi^sulaiie pour leur utilisation ulterieure dans le; 
cadre d'une regeneration ou reparation tissulaire par transplantation, des cellules 
ainsi preparees chez tin animal. 

I) Definitions; 

Par « cellule souche », on entend.les cellules qui ont a . la fois la capacfte de 
s'autorenouveier et ia eapaqite de se diff#rencier en dHferen^ types deprecurseurs 
cellulaires; 

Far « dlvenjlte des cellules souches», on entend les cellules souches qui 
sont cfassees ehlfpnctioh de leur s>de de developpement et de leur. origins 
tissulaire. Plus pa#culierement,.on entend une classification de cellules souches 
embryonnalres ouladultes en fonction de leur origine tissulaire, par exemple, les 
cellules souches de la peau. ou neuronales eudu muscle. 

Par «. plasticity des . cellules. souches>>, on. entend la.capacite pour ces 
cellules de traverser les frontieresde lignee* par exempte la capacitedes cellules 
hematopoTetiques -a se differentier enhSpatoeytes; . 
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Par «. regeneration tissulaire », on atttend l la capacity a reformer un tissu soft- 
par activation des pilules pregenitnces du tissu (par exernple tissu de ta peau, du 
foie, ducceur, del'osou detissus rferyeUx)/:s©jtps|r transplantation de.ces cellules 
progenitrices. Plusparticulierementy .il s'agit aldrs d'une neoforjnaflon tissulaire. 
5 Par « reparation tissulaire. », on entehd une operation qui permet de pallier urt 

deficit sans avoir recours a un. processus o> ^generation.; La reparation tissulaire 
se traduit par un apport exogene de cellules qui peuvent etre differehtes des cellules; 
du tissu reeeveur.. - 

Par « transplantation cellulaire » r on entend tine operation qui se caractetfse 
10 par un apport de cellules isolees. Cette transplantation peut etre.effectufee, par 
exernple, par injection directemerit dans le tissu ou dans la circulation afferente. 

. Par « animal », on ..entend i fcpsut prgan.isme yivant qui peut etre sujet a une 
transplantation ^ceiyaire^et cecj iiroru^ les .etres vertebras tels que notamment les; 
§tres humains, ies janimaux domestiques et sauvages, notamment les oiseaux. 

L5 ' 

ii) Precede de| preparation da cellules souches 

Un premier aspect de la preterite; invention vise un precede de preparation^ 
de cellules souches de mammifere. Ce precede comprend en general, les etapes 
suivantes : ( 

•0 a) ^extraction cellulaire; * 

b) laidissodation mecanique; 

c) laidissociation.enj^atique;.et 

d) le'maintieh des cellules daris un milieu specifique permetiant de 
preserver la diversite., 

:5 Plus precisejnent, I'extraction cellulaire est obtenue tout d'abord suite a une 

biopsie pour fournic un fragment tissulaire, fel un fragment de . muscle, de foie ou de. 
peau. Par exernple; une biopsie ifluscUlaire est i^alj^esous anesthesia locate, suite 
a une incision ou encore a Taiguillel Le fragment tissulaire ainsi obtenu est ensuite 
humidifte dans un milieu defini, tel le DME/202 en presence de facteure protecteura 

0 et de facteurs inhibjant la differenciartion .cellulaire (Pinset et Montarras). (1 994) Cell 
Biology : A laboratory Handbook. Academic Press). 

Preferablemen^ le milieu, defini'est un milieu ctapr6s nbmme DPM (Diversity, 
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Protecting Medium), et cqmprend au.mpins: 

- un milieu nirtritif de base tamponh§ ayec des tampons dependants ou 
indfeperidants de la concentration en C0 2 ; Les milieux, utilises sbnt, dans la 
plupart des pas, constitu&s d.'un. melange dans un rapport 1 :1 de milieu de ; 
type DME et de type F12/ Parmi : teux-6i on peut citer en exemple Je m6lange 
DME/F12 etDME/MGDB 202; 

- un facteur prbtecteur, tel: 

> des anti-oxydants; (acide ascorbique, N-ac§tyl cysteine) 

> des aJnti-caspases (Dose : environ 0.1 mU £10 mU) 

> desprotecteuredum^abolis^^ 

> des fdcteurs protecteuR5 : des ryiStaux (Transferring) (Dose : environ 0. 1 ; 
pg/ml a 100 pg/ml) ; 

- des hormones tels Gluooodr^coTdes, insuline, acide tetinoTque, hormone 
thyroTdienne, minefalpcorfc&Ydes, IGF1 pu 1GF2 aux doses physiologiques 
allant pr6feremjeHeme.ntde 10^& 10? M. 

- des facteurs inhibant la diflerenciat|pn, tels: 

> les F£F (Fibroblast Growth i Factors). Parmi les facteurs de la famille 
FGF, ■ trois facteurs soht particulierement importants et jouerit un rdle 
similaire, soit FGF r 2,.FGF-6 et FGF-10. Chacun des facteurs de la 
famiUe FGF est employea dies concentrations allant preferentiellement 
deO.^I a 100 ug/ml. : 

> PEGF- (Epidermal; GroM} Factor) (Dose : environ 0. 1 ug/ml a 1 00 ug/ml} 

> le LIF (Leu/cem/a inhibitory Factor) <Dpse : environ 0.1 ug/ml a 100. 
ug/mj) [fraction non cellulaire du sang apres coagulation] 

> le serum est 6gatement un facteur Inhibant la dHTerenciation et peut 
6tre utilise a une concentration; variant de 0 a 100 %. 

Ce milieu DPMainsl defirii.est utilise lors du p.rocj§de de preparation cellulaire, 
L'absence de fluidje animal dans le- milieu ,d6fini, eomme le : serum par exemple, 
permet de garantirjune meilleure s#cUrite intectieuse contre des virus, prions, etc. 
et une meilleure reproductibilite du procSde de Tinvention. Les prelevements 
provenant de biopsies spnt maintenus soit a temperature ambiante, soit conserves • 
preferablement, eiitre 4 et 6 °£ dans le DPM . pendant une periode h'excedant 
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prSferablement pas 48 heures. ILestcIair que la epniposition precise du PPM pourra 
varier en fonction du type de biopsie ti?$ulaire. 

Lors .de I'etape b) du pfocgdS, le fragment tissulaire maintenu dans te milieu [ 
DPM est d'abord 6mirtfc6 jusqu'a \fb^ntion:d a .un homog^nat celtulaire. Ceci est ; 
5 pr6ferabJement fait! a I'arde de ciNaux chlrurgicaux sterfles rhais tout autre outil 
semblable peut §te6 utilise. Par la suite, J'extrait tissulaire homog§ne ou fhomogSnat 
tissulaire est pr6f6rablement Iib6n§ d'une.Rartie des Erythrocytes et des adipocytes 
grace & une 6tape tie lavage; et de pe^ntriftigation par sedimentation douce de 1 £ 
10 g (Pinset et Moritarras. 1994, Ci\\ Biology.: A Laboratory Handbook.. Academic 
10 ■ Press). "J 

A l'6tape c) du proc£d6, 1'liorpogEnat tissulaire obtenu a I'&ape'b) est soumis 
a une digestion en^ymatique pour optimiser Ja dissociation cellulaire. Lors.de cette 
etape du procSdS die Pinvention/desenzyrn^ 

comme la collagSnjase et/ou. 1a pronase, sopt prSferablement utilis€es. Toutefois; 
15 pour des raisons dje s6curit§ sanitaire, on peut enyisager ('utilisation' de trypsine. 

produite par g6nie g6n6tique ou ; de ; toute; autre enzyme acceptable. Ces enzymes 

peuvent Stre utilis6es seules ou eri bombfnaison £ des concentrations variant, 

pr6f6rablement, de-0.1 & 0.5%. 

A litre d v exempt£ non limitatif, on peut prqceder comme suit, Jors de la mise en 
20 oeuvreder6tapeo}duproc§de: 

le culot de fragments trssulaires obtenu a l'6tape b) est suspehdu dans du milieu; 

DPM addition n6 de collagenase & une concentration finale de 0,4 g par 100 ml. La. 

digestion enzymati^ue allant de 5 &. 20 minutes petit £tre r6p§t§e plusieurs fois. La 

temperatupe'dela reaction eilzymstfque se sttue;pe€Krablement entre 20°C et 37°C; . 
25 avec agitation exterfne. La dig^tionenzymatjcjue a lieu preferablementen plusteurs' 

Stapes, et ce, jusqu'a cinq 6tapes. Achaque ^tape, le? fragments et les cellules sont 

separes par cerrtRfugation .m£nag§e a 10 g; Le cuto^ est alors,. 

resuspendu dans le milieu DPM additionn6 d K 0nzymes protebiytiques puis soumis 

3 une nouvelle 6tape de digestion. Lesxeliules presentes dans le surnageant sont, 
30 rgcoltees par centrifugatipn.a 200 g ^et res.uspendues dans du miheu DPM. On 

abdutit ainsi £ une suspension cellylaire. qui addittonne les cellules extraites des. 

differentes Stapes de digestion; La suspension cellulaire est ensuite fjltrSe sur filtre 
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de nylon dont te diarnMre des pores est pr£f£rab]ernent d!environ 34 microns, pour, 
^iminerlesfr^me^ 

Ainsi, grace au ;proc6d<§ de preparation de cellules souches seldn la prSsente 
invention, il Wpos^ibie, par exempt, de preparer de manfere sOre et reproductible,: 
5 une suspension ceilulat re issue d'urie biopsik^qscuiaijre.qul maintient spn pptentiel 
de colonisation et tje plasticite cellMlajfe, Par ^xempte, pour un gramme de tissu, It 
est possible de preparer de 1 x 10 s ii 2 x 10 8 pollutes; U'efficacit§des prbo6d6s;pour : 
(e maintien de la diyersitS et.de Ja plasticite cellulaire est 6valu§ par de tests in viva 
et de tests ex vivo- Dans les premiers, Jes Suspensions . cellulaires obtenues sont 
10 r§introduites dans h'animal aprfes un marquage. A titre d'exempte une. molecule; 
fludrescente cpmnie la Qreen Fluorescente Protein sera employee! Le marquage 
cellulaire permet de suivre le deverar. des cellules injectees dans i'organisme; 
d'arialyser leurs participations aux different^ tissus et la d|ff6renciation des cellules 
injectees. Dans lesjcqndittons oCr I'pn maihttent la divetfsite et la plasticite, les cellules 
15 injectees participant a |a n6pformatipn ;de differents tissus comme le muscfe* 
squeiettique et cardiaque, les yai$seaux, les/ tendons,, le cartilage, i'osj le tissu 
h£matopoY§tique. Cette diversity etjcette plasticite jcellulaire est d6pendantedu site 
d'injection soulignant I'importanpe ti§ Penyirbnnement dans le devenir cellulaire. 
Les tests e# vivo (en culture) permettentaussi de mesurer ia diversity 
20 cellulaire el la plasticity cellulaire. Ceux-ci clonate et sur la 

repbnse a.differents inducteurs de Jsi dtfff renciatlon, Pailni ceux-ci on peut citer : 
✓ desfacteui^de.crolssah^ 
leVEGF; : :. 

V des hormones comnje ^ r^npique, les. hormones 

25 thyroTd{enn#s. les glju^eprticoi'des; 

✓ des, facteuii.de la matrice extracel^ilalre; 

* des vitamines et agents: permettant ja i mineralisation; 

* les compospnts de la matric^ : e^ra<^Hula>re; 

L'identlficatipn jcellulaire est faite pardes analyses Imrnunologiques a Taide de 
30 coloration specffiqiie et tfanticoi^.^^ ridentificatfon 
et la quantfficationjetpar I'analyse transcriptgmiqtfe,, 

Les approches[ compterneritaires to. vivo etex v/yo permettent de. mesurer la 
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diversite et la plastipite c^lulairequalitatlvement^ quantitsrtwement et d'alnsi valider 
les conditions permettant le maintien de la diversity cellulaire et dela plasticity 
cellulaire. 

Les eellules } ainsi preparSes-spnt une source de cellules adequates pour la 
5 th6rapie cellulaire et peuvent Stre sort reimplarrtees directement dans uh organisme, 
soft conserves pour r^impla^tatiorr ufteneure. 

Le precede de ja pr6sente invention petit comprendre une etape additidnneite; 
soit une etape de tongeiatipn, Cette etgpe optronnellp du procede offre les 
avantages suivanti : 
10 v conservation des pf6lfev^mentsijssu|air^s; 

s dissociation ientre la preparation de la biopsie et la reimplantation cellulaire; 
* caracterisatbn .biologique et sanrtaire ayant le reimplantation cellulaire. 
A titre d'exempte non limitatif, on p©ut prpc6der comme suit lors de cette etape 
de congelation : * :. 
15 . 1 0 6 a 2 x 1 0 8 cellutes prpvenaot de: 1 grkrnme de tissu sont mises en presence da 
milieu DPM additionn6 d^agents.bf^ le DMSO r Pour le DMSO, la 

concentration utilisfe est pr§f6mblqment de 10%. Dans ces conditions, les cellules 
sont maintenues a20°C pour une jp§riode de 10 minutes puis la temperature est 
amenee lentementj en quelques heures, £ rhoins $Q°C. Finalement, les cellules spnt 
20 transferees dans l^azote liquide. II est important de rioter que ces conditions de 
conservation ont I'avantage de ne pas modifier Jes caracteristiques cellulaires; 

Avant de proceder d la transplantation cejlulaire dans le cadre des futures, 
applications cliniques, II peut §tre preferable-de caract6riser la suspension cellulaire 
. obtenue par le precede seton la presente invention. Cette caracterisatipn petit §tre : 
2 5 entreprise au niveau proteique grade a J' utilisation de marqueurs cellulaires tets que : 

- P-Cam comme marqueur<tei celjulfi.ehdptheiiates 

- N-Gam compie marqueur de ceHule neuronales et musculaires 

- Smooth muscle actin comme marqueurs de: cellules du muscle lisse; 

- GFAP. comme marqueur.de i^llules\gliajles; 

30 - Myf5, Pax3l Pax7, C-met . eX M^dherine comme marqueurs. de cellules: 
musculairesi . 

- Seal +, C-Kit, CD45 et Cd34 oqmme;^arqueiirs de cellules spuches. 
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Cette caracteris^atlon peut6gaiement|ltre 
par I'utiljsation de ljiopuces : c»nten^pt des oligohueJ§6^des codant pour des gdnee 
cellulaires <par ex&mpie,. facteurs :de, transcription specifiques et facteurs de la 
machinerie du cycle cellulaire) pennettant d'identlfier les cellules de la suspension 
5 cellulaire. 

i. , * . 

iii) Utilisation^ therapeutiques 

Un deuxifeme ^spect de (a pr&ente inyeritton vise l-usage d-une suspension 
cellulaire ou de cellules souches obtenues par le precede de Tinvention dans des 

10 applications therapeutiques, doht \a&$rk$e jgf6nique, Suite a une transplantation de 
ces cellules chez un 6tre humain, par exempje. Plus particulierement, la pr6senta 
invention propose d'utiliser les ^ ceBuje? jpr^pgrees par te procede de Tinventibn dans 
le cadre d'une reparation et/pu regeneration tissulaire par transplantation cellulaire. 
Les cellules ainsi ptepar6es seront 6ga(ement utilis6e$ comrne vecteurs en thferapie 

15 genique. 

Pair example, ; 1e% cellules souches .adujtes, pbteriues par le precede de 
preparation seloh hinventibn peuyerit s<3rvir dans fe cadre d'une reparation de tissu 
osseux, Dans le cks present, ii s'egjt de tianspighter les cellules sur un site de 
reparation osseuse. Dans ce micrq-eriy^ les ceJFules ou 

2 0 certaines d'entre elles peuvent adopter la ph6notype osseux et ainsi participer £ la 
reparation du tissuiendqmm^e. 

Le procede dej preparation cellulaire de la pres^nte invention peut 6galement 
fournir une suspension de cellules?-, souches. adultes de mammifere pouvant etre 
utilisee lors.d- une ijestauration du ^otentiel Jiematappietique. En effet, fa capacite 

2 5 des cellules souches de bibp.sie muiscuiaire k coloniser la moelle osseuse de souris 
irradi6es et £ cbntribuer.a toutes lesiligneesihematpporetiques, obligea considerer 
le potentiel r6parat$ur des cellules dabiopsfe mysbulaire dans le cas, par exernple, 
de Ieuc6mies. 

D'autre part, i) gstcpnnu que -leVgreffes, de ceH dans 
30 le muscle sont peu efficaces et cafapterisees. par una rriort massive des oellules : 
reimplantees dans> les heures qui suiyenf jeur injection. II est par consequent: 
propose que le propede.de preparation.de cellules souches salon i'inventibn peut: 
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contribuer 3 la r6paration du tissu. m dans la 

suspension pourrbnt r6pqndre aux ^ micro-envifonnements et ainsi restaurer de$ 
fonctions ou repair le tissu rhusculaire. " • 

5. EXEMPLE 

■••■*. 

Uexemple qui suit sert 3 illiistrer i r £tendue de l^itiiisation de la pr6sente 
invention et non £ iimiter sa ported Dgs modifications et variations peuvent y §tre 
effectu£es sans qui© Ton £chappe ajl'esprit et A la portee de flnvention. Bien que fori 
10 puisse utiliser d'autres methodes ou prQdtfrf§ Equivalents & ceux que Ton retrouve cf- 
dessous pour tester pu r6aliser la pr£$ente invention, le materiel et les m£thodes 
pr6f6r6s sont d§cnts. 

Exemole 1 : Reparation du tissu cardiaque 
. Introduction 

A la difference du muscle squelettique, le tissu cardiaque ne possedepas a 
I'dtat adulte de cellule souche capable de r6parer ce tissu apr£s unel6sion.De ce 
fait, l*«sch£mie cardiaque est tdujours acqprnpagnSe d'une insuffisance de 

20 contraction qui si importante conduit & Tlnsuffisance cardiaque. L'objectif de la 
therapie cellulaire. dans cette indfcatidn est de restaurer la f qnction de contraction. 
Des experiences dans ce setts.ont £te conduites chez THornme avec comme source/ 
de cellules;, des! cellules. musculsHr^ eri culture. Cette premiere; 

demarche.montreJjafaisabilit6.de.r cettaines limitations de la 

2 5 strategie adoptee, ^amplification d!un grand, ripmbre de cellules musciiteires dans 
des mijieux com^rjenant des fluides a^ s6rum de veati foetal, et leur 

transplantation dans un tissu h6t6fG>t^ique sorit des operations & la.fois lourdes et : 
. non sans danger s^nitaire potehtiel (contaminants yiraux; prions, etc:). La limitation 
essentielle de.ce procede reside dans te fait que les ceilules. ainsi injectees ont une 

30 plasticite restreintej qui ne donnenrque des cellules musculaires squejettiques. Le 
precede de preparation de cellules soyches. de la pr6sente invention evite : 
i'appauvrissemeht ide la diyersite celluiaire paMa culture. 
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Description de la transplantation cardiaque chez la brebis 

Protocole anesthGsiaue :■ pr6m6dication avec.dii imidazplam, induction & Taide 
d'etomidate, Intubation tractate et yentfla^ positive avec de. 

5 risoflurane dans [ 100% d'ox^gfene. La ' surveillance est assurSe par 
electrocardioscppie, . pression artSjrieHe; irtyasive, caprtographie. AnalgSsie 
postpp^ratoire avec de Ja bupivacsrtne (bloc intercostal lors de thdtacbtomie), 
morphine et de la fiunixirte m§giiimine. ■ ./..'". 

Biopsie du muscle sauetettiau& : Une: biopsie du muscle squelettiqiie 
1 0. (approximativemerit 1 0 gy est explant#$ sterilernent a partir des biceps f emofaux 
gauches de chaqtfe brebis. . Ue tissu ainsl pr6feyi§ est mairttertu dgns du QMEM 
{SIGMA) a temperature de la piic^ jusqu^ digestipn mdcanique ou erizymatique- 
ta plate de f'animal est referm6e de la fa$bn habityelle. Les animaux r6cup£rent 
pendant environ ttjois heures, puis spni r6rianesth§si6s loreique les cellules sent 
15 pnStes ^ §tre rj§implant6es. 

Extraction des ceffules musculsiirBs : Les explant? <Je muscle squelettlque sbnt 
peses puis Iav6s dans du DMEM. Le tlssu adipeux et fascia aont retires et le muscle 
est6mlnc6a^dseauxji^ L^s fragments 

20 de muscle sont enjsgrte s^diment^s ^ans du DMEM a 300 rpm pendant 2 minutes 
puis; d6barrasse$ du sumageant. . 

Afin de libSijer les cellules satellites, les fragments de muscle sont iridubSs: a 
37°C aveq agitation dgns ;10 mjL cje b^EM,additionn6e de 0,4% (PA/) de . 
25 cdllag6nase (Type IA, SIGMA) bfute, Apnfe,20 minutes Jes fragments >ont 
centrifuges a 300 ipm pesndant.2 rtiriutes: • 

Le sumageimt contenant 1e§ cfellules .isolees est conserve dans du DMEM & 
20 % <V/V) de s^rum de veau fcetaf. . Le culot subit jusqu'a quatre digestions 
30 supplementaires (Pinset, C. et Montarras. D f CeJI Systems for. Ex-yivo Studies of 
Myogenesis : A Protocol for the Isolation of Stable muscle, cell.. populations from 
newborn to adult mice dans GeiiBi^^. : A^bdmtotyHe^dfyo6k \ deuxieme edition 
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e. J. F. Celis, Academic Press; 1998). .."*.". ■ 
Les cellules extraltes sont ensuite filtrges sur un filtre d0 nylon ayec pores de 250 jxm 
de dlamfetre (Rolylabo SA). 

5 Mamuaae des ok/lutes : Afin le rnatquer leurs noyaux, les ceHules sont 
resuspendues darts 10 mL de DR/JEW sans sdrUm contenant 25 pg/mL de 4'-6- 
dlamlnd^^ph^nyliridple (DAPI, SI0MA) pendant 10 minutes, Les ;ceflul6s.sont 
rinc&es quatre fds dans du CHtfEM afin d'enlever le DAPI. Les cellules 
mononuc!66es sorit d6ribmbir6es aygp une cellule de numeration sous mteroscopie 
10 £ fluorescence. Lai preparation cellulaire est ensuite resuspendue dans 1 .2 mL de 
DMEM ^ans seruni et <x>^ 

Greffe cellulaire : Les brebis piBalablement anesthesfees selpn la methode chlorite 
ci-dessus sont plaqees en decubitus lateral droit pour une thoracptomie gauche sur 

15 le 5eme espace intercostal. Apres ; perjcaitiiptpjnie et suspension du pericarde, les 
cellules dans du pMEM sont injecteejs (0.1 mL par site) a I'aide d'une seringue a 
insuline connectee a un epijet 27 G, sur 10 zones du ventricule gauche. Une . 
cartographie des A^isseaux coronajres est etablie pour reperer les sites d'injection 
dans le myocarde.; Des points de sutures 6picardiques de reperage sont realises 

20 pour au mbins deu* injections, Le thorax est referme de la manure habituelle et les 
animaux recuperent sous regime J analgesique (morphine a 0.5 mg/Kg IM BID, 
flunixine 1 mg/kg IM une fois) jusqu'au lendemain indlusjvement ' 

CuUums cB llulaimp fg/no/ns : Afin de confintier la presence de ceHules precurseurs 
25 du muscle dans.la preparation cellulaire, un echantillon de 100 (iL.de la suspension 
cellulaire est ensemence Paris une boTte de culture contenant du DMEM avec 
serum de veau festal. Les cellules sont majntenues a titre de terrioiri dans une 
atmosphere a 5% ; de CCfe. Trois a..septjp ; urs..suiyant I'ensemencement, les cellules 
servent a une.fmrnunqd6tectibn du facieur de regulation specifique MyoD (DAKOJ 
30 telle que decrite plar Mpntarras, D. eta/. (Cultured. Myf5 WuJI and.MyoD Null Muscle 
Precursor Cells Display Distinct QroVyth Defects. Biol Cell 2000;92 :565-72). 
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Resultats ; ■ 

La procedure d'injectlbn ^eiiulaire n'a pas. d'effet s6rieux sur les animaux. : 
Une arythmie ventrj^ raiguille et Iprsde i'injectiori 

des cellules mais ie f6sdrbe lorsque .I'alguille 0t retiree, Le d§hombrement des 
5 cellules permet de jd§terminerT4hje6tibri de 1 j +/- 0.3 x 10 7 cellules mononucl§6es 
marquies au DAP). . 

^expression de la chaTne lourde de la myosine squelettique (MY32) est 
d6tecrt$e & 3 semairies post-implantgfo^ ce qui confirrne la 

survie cellulaire et ^expression myogfenique des . cellules implantees. De larger 

TO surfaces de greffoii (de 2 a 9 mm cfe dlam^tee) ou de discrete foyers sont observes 
£ I'intSrieur de .la parol du myocariie (Figure 1). bias cellules isbtees sont aussi 
observ6es dans te tfssu adtpeux du p^ricarde. A rihteiieyr de la parol du myocarde; 
les fibres positives pour Ifexprfessjprj de M.Y32 sont gSnS.telement align6es avec des 
cardiocytes natifs. \ Certaines de ces fibres sont fortement marquees a i'anticorps 

15 dirige oontre MV32i alors que. d'autfesne sont ^e;fgiblement marquees (Figure 2) • 
Ces fibres ne sont pas couples 4!©Ptro-mecanlquement entire elles ou avec les 
cardiocytes natifetel quedemontre parimmunobistochimie negative a laronnexine- 
43. 

Les cellules Implantees ddveloppept des sarcom^res organises et presented 

2 o soft une mbrphologie allpngte c^ra^#stiqu0 de mybtubes multinuctees fusionn6s> 

soit une morpholpgie qui demeune mpnpnucl66^ (Figure 3). Ces cellules du muscle 
squelettique poss^dept des noyaux observes en p6riph£rie ou ;au . centre. Une 
fibrose de rjemplacement et de 
la r6ponse inflamrrlatoire sont aussi obse*v£es/ 
25 Aucun marquage auDAPI ri\3St observe dandles ccelins explanfes. Ceci peut 

£tre dQ a unie division cellulaire active erttratnant une.dilutipn du DAPI. En effete 
dans les cultures cellulaires servant de temoins, le 0API devient ind§tectable apr6s 
6 a 8 doublements de population ^llubsiire. . 

Les boftes de culture servartt tie temojns so/it observes quptidiennement. 

3 o L'irnmunod&ection du feoteur de regulation sp§cjfique du muscle squelettique Myob. 

montrent qu'approjcim^tivement §0%; des ciellufes en. culture sont des cellgles: 
precurseurs du muscle squelettique. . Quqnd. on perrrtet aux cellules de. fusionner, 
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toutes les cellules montrent <te nombreux myotubes Vhe semaine suivant 
Vensemencement j 

Bien que des modes de realisation pr£fgf6s;die Ffoveijtjon aient 6te ctecrits en ; 
details ci-dessus elj illustr6s dans Jes desslp?;arinex§s, J'invention n'e&t pas lirriitee; 
5 & ces seuls modes <ie realisation et p!uSieur$ ehahgenients et modifications peUvent 
y §tre«effectues.paf une pereonne sfi^ ou de Pesprit de. 

t'invention, : ! 



■ CA 02391638 2002-06-28 



■•:-1.6. 

REVINDICATIONS 

1 . Procede de preparation celfulaiiie rapableyde preserver la diverstte et la plasticity 
des cellules souQhes.de vertebras. 

2. Precede selon la reveiidication 1, oaracteiise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

- I'extraction cellulaire 

- la dissociation mecanique . 
10 - la dissociation enzymafique 

- le maintlen de cellules obtenues.dans un milieu speeffique permettant de 

preserver la diversiteet la pl^Jjdte. 

• ","•>•■. . , • . ' - 

3. Proc&te selon la revendication 1 pu 2 t caracterls^ en pe qu'il est constttuS d'un 
15 milieu de culture sp&clfique cx>n^renantau npidins : 

a) un milieu nutrtif; 

b) un facteurprotecteur; • 

c) des hormones; . 

d) des facteurs inhibant la diffdrjantlaition. 

4. Proced§; de preparation cejlulaiiie selon I'june quelconque des revendications 1 . 
3 3 dans lequel les cellules souches sorit des cellules souches animates choisies. 
dans le groupe constituS pair de$ dellfXles, souches prog$nitrices.des.diff6rents 
tissus tefsique la, peau, le foie^ l^ceeiAr, TOjs ou les tissus neryeux. 

25 ■ ; " ' • - [ 

5. Precede de preparation de cellules souchds qapables de Sparer oil de r£gen6rer : 
/n.vA/o des. tissus.bu; des ol^n^ : t^;e^.v^rt^br6 , .• 

6. Utilisation des cellules souches huniajnes pu animates obtenues selon le proc6de : 
30 de Tune quelconque des revend^atioris. f a 5 pour permettre le traitement de ' 

maladies, par. therapie cellulaire pu thferapie g6hique,. : . ' 
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7. Methode de traitement (fcrnprenaafcune Step? d'implantatiori de cellules spuches 
animates autolbgues pu h6tij»tegues "o^tenues seion te prooede de I'une 
quelconque des revendications.l a 5 d\$z un animal. 

8. Composition cellulate comprenant des cellules spuches toumaines ou animates 
obtenues selpn te proced§ de I'twte quelconque des revendications 16 5. 

9. .Composition seion la revendication 8, caijaicterisfee en ce que les cellule souches 
ont une capacity <te colonjsafipn e.t une capacite a permettre une recuperation 

. fonctionnejle. 
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